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Beschreibung 



Die Erfindung b^eht sich auf das Gebiet blologisGher Ibstmetbodoi. 

Die Apoptose oder der prDgraimniBirte Zelltod ("programmed cell death*', PCD) ist ein genetisch gesteuerter zellulMier 
5 SelbstmordmBchamsmus zur selektivira Aussondeiung unerwflnscbter ZellBn (1-4). PCD ist in einer "^Aelzahl biologi- 
scher Prozesse, einschliefilich der Embryonal- und der Neural-Entwicklung, der ReguUeiung des Immunsystems, der Or- 
ganogenese, der Gewebshomtestase und dear V»faiiKtoung von Eikrankungen wie IVrnKsrwachstum und ^^nl5illfektion, 
ein unbedii^ erfcxderiicher ProzeB. Apoptose ist gekennzeichnet durch Blasenbildung der PiasmamBmbran, Schnimp- 
fen dor Zelien, Kcmd^isalion des Kems, endonukleolylische Spaltuqg von genomischer DNA in Fragtnente intemukleo- 
10 somaler Unge sowie Ausbildung apc^tc^ischer K5rp% 

Die zur Zeit veifUgbaren Methoden zur Untersuchung der Apoptose beruhen auf der BeurteiLung morptologischer 
Verflnderungen auf zeUuiarer Ebene mittels lidit-, Hdrtronen- oder Zeitrafifer-Mikro^opiB in Verbindung mit Fluores- 
zenz-Vitalfaibstoffen, der Verwendung von Annexin V, mittels dem der Veriust der MembranphospholipidrAssymetiie 
wShiCTd dec Apc^>tose verfolgt wenkn kann (7), oder bestehra in Assays zum NachweLs der DNA-Ragm^iderung mit- 
15 tel8 Gdcld o ropborese (8) oder miuds in situ Maddening vco DNA-SlrangbrQchen ("nick-^d-Maiideruqg") (TUNEL) 

Um die IK^domg von GeneD, die eine RoUe bei der Apoptose spielen, nutlels tzanaientBr Tkansfektiooa-Analysen zu 
untersuchen, sind jedocfa die masten dieser Metibodrai entweder ungeeignet ode^ im Fall der TUNEL-Metfaode^ zu teuer 
und zu aufwendig. 

20 Der vodiegetiden Bfindung lag die Aufgabe zugrunde, ein neues ^Miahxen zur Messung der .^>pptose bmitzustd- 
len, das die Nachteile der bekannten Metfaoden beseitigt 

Diese Aufgabe wurde duidi ein ^ferfaluen ftir die Messung der Apoptose gelOst, welches dadurch gekennzeicbnet ist, 

A) daB man eine Population von Saugetierzelira transient transfiziert 

25 ai) mit einem HasmLd, entitialtend eine inteiessi«:ende DNA-Sequenz, von der bestlmtnt werden soU, ob sie 

bzw. das davon expritnierte Polypeptid eine pro- oder anti-apoptotische Wrkung hat, 
aii) Oder nut einem Plasmid^enthaltend eine interessteroideDNA-SequaiZy von der 
bzw. durch vrdLdae Substanzen ihre pro- oder anti-i^optotische li^^riaing bzw. die Wirkung des davcm cxpn- 
mierten Polypeptids moduiliabar ist, 

30 b) und mit einem Plasniid, enthaltend eine fiir ein fluoieszlBrendes MarkerprotBin kodjeiepde DNA, 

B) daB man die Zellen in einem geelgneten NShmijedium, gegebenenfalls in Gegenwait einer Ibstsubstanz, solange 
inkublert, bis die intoresslerende DNA-Sequenz bzw. das exprimierte Polypeptid seine pc^ntielle M^kung auf die 
ApoptoK ausgeUbt hat, 

Q dafi man die ZeUen emtet und lixiert, so dafi das fluoieszierrade Protein in den Zellen veibleibt, wflhiend die bei 
35 der Apc^tose ooitstdienden DNA-Fragmente aus den Zellen diffundieren kdnnen, 

D) daS man mittels Messung des DNA-Gdialts den Anteil der apoptotischen Zellen bestimmt, 

E) dafi man mittels Messung der Zellen mit fluozeszierendem Markerprotein den Anteil der transfiziezten ZeUen 
besbmmt, 

F) und daB man duich Veigleich in Schriu D und B orfaaitenen Vif&cte den Anteil der apc^JtLscboi Zellen in der 
40 transfizlerten Subpopulati<»i dor Zelloa bestimmL 

Unter die Bezeichnung "interessierrade DNA-Sequenz" Qm folgendm auch als "^Apoptose^lbstg^" bezeichnet) M- 
ica samtliche DNA-Sequ«3zen, die als solche oder d«en translatiole Produkte direkt odbr indirekt Apoptose beeinilus- 
sen. Bdspiele fOr Apoptose stimulierende Gene sind p53, bax, ElA, Beispiele fltr Apoptose heimnende Gene sind bcL-2, 
45 bcl-x, BIB 19K, zur letzteiien Gnippe zahlen auch die sog. Oberiebensfaktoren wie Insulin-Mhnliche TOichstJimsfaktoren 
(IGFs). Deiartige Ap(^>tosegene und ihre ^Mamg wurden in ObersichtsartikBln beschiieben (z. B. 4, 23. 24). 

Bei dem Apoptose-lbstgen kann es sich um bekannte oder unbekannte Gene oder Fragmente davon handehi. Unt^ 
Beeinflussung der ApoptosG warden sow<^ InduktL<xi und VbrstBriamg als auch Blockiening und AbscbwScfaui^ der 
ApaptosQ verstanden. 

50 Die erfindungsgemafie Methods edaubt eine grofie MuiabilitSt, z. B. fainsichtlich der f£lr die Bestimmung der transfi- 
zlerten Zellen bzw. ftir die Apcptosc yevwcodCbsn Maricca; hinsichtlich der Fiasmide und der fUr die Ihoisfekdon der Zel- 
len eingesetztm Transfektions-Methode. 

IMe erfindungsgemMfie Methode weist als eines ihrer wesentlichen Elemente ein fluoroszierendes Mazkerprotein au^ 
das als Nacbweis fiirdie transieote l^ansfektion der Zellen dient. 

55 Bevcnzugt ist als Mari^erprotein das Gieen Ruorescent Protein (GFP). GFP-Mutanten, die im Ifinblick auf die FACS- 
Analyse optimiert und fOr die Anwendung im Rahmen der vorliegendrai ErfiiKlung geeignet sind, sind literaturbdomnL 
Ein Beispiel fiir eine geeignete GFP-Mutante wurde in (10) beschrieben C'enhanced Green Fluarescent Protein", eGFP); 
es kdnnen jedoch im Rahmen der vorliegendoi Erfindung auch andere Mutanten yerwendet weiden, die die Bedingung 
erfOllen, daB sie den Zellmetabolismus nicbt bednflussen, daB sie intrazeUulSr Idcalisiert bleiben und daB sie ein tneB- 

60 bares Fhioresz^izsignal Uefon* msbesondeie daB sie miuels demit gangiger fluoreszcnzaktivierter DuichfluBi^tonie- 
tde-Methoden (FLuorBscent Activated Cell Sorting (FACS)) tnefibar sind 

AuBer dem Gieen Fluorescent Protein (GFP) kronen auch andeie fluores^erende Maricerproteine verwendet werden. 
Beispiele dafOr sind Blue Fluorescent Protein ^FP) (26) und Yellow Ruorescent Protein (YFP) (25). Wesentlich fUr die 
Eignung eines Markerpioteuis fOr die Vcrwendung in der erfindungsganSBoi Metfaode suid die oben fOr GFP-Mutanten 

65 angefiihrten Eigoischaftea 

Potentielle Markeiproteine sowie Art und Menge der im Assay einzusetzenden dafiir kodierendm Plasmide sowie die 
am besten geeignete IVansfektionsmethode kdnnen z. B. wie folgt getestet werden: die fOr die Martcerproteine kodieren- 
den Plasmide weiden transient in S Bugerzellen ttansfizi^ zweckmttBig in diesd^ben Zellen und unter doiselben B edin- 
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gungen, mil denen die erfindungsgemlBe Methode duichgefUhit wetden soli Die Kignung der tranfirierten Maikeipio- 
teine wild dutch MeBrdhen ennittelt, in denen IhmsfekdonsefiQziaiz und die Effiacnz derreproduzierbareii MeSbaikat 
dutch FACS-Analyse bestimmt wetden. 

Ala Madcer fUr die Apoptose dieot ein DNA-bipdepder Farb^lEf, z, B . Propidiumjodid (FI), der in der apoptotischen 
Subpc^yulfltion eine VeiringeiUDg der Pluoreszenz heifoeifilhrt (14--17). Diese Nachweisweismetliode beiuht auf detn s 
Frinzip^ daB die geoomiscbe DNA in Zcllea n^Qsrend der Apoptose osdoQuldeolydsch abgebaut wild. Die kieinen DNA- 
Fragmfflite diflEimdieren aus der Zdle; die Vcningerui^ des DNA-Gdialts auf w«iiger als den doppdtoa Chiomosomen- 
satz ("sulv>2Nr) ist ein Xennzeichen apoptotischer ZeUen. 

I^e verringerte Ruc»eszenz von PI in Zdl^ cfie Apoptose duichmachen, lesuldert im Eracheinen eines charakteristi- 
schen Ruoreszeijzpeaks ("sub-2N-Pfeak") im Beieich da Gb/Gi-Rcgion des Zellzyklus. lo 

Statt Propidiutn-Jodid kfinnen auch andere DNA-bindoide Farbstoffe verwendet wetden. Vertreter geeigneter Farb- 
stoffe dieses l^ps sind Iconimeiziell erfaMldich, 2. B. DAFT (4*,6 -Dianudino-2-phenylindol), ActidinoraDge, Ediidium- 
bromid. Der am be^n geeignete Farbstofif kann ermidelt werdoi^ indem Zellen ziir Apoptose angeregt werden iind an- 
schlieBend mittels FACS- oder mikroskopischer Analyse ermittdt wild, ob Apoptose mit dem P^stoff-Kandidaten ro- 
piDduzia:bargranessai wetden kann. is 

Einer der ^iteile der crfindungsgemSBen Methode besteht darin, daB die l^sung der Huoieszenz des Markeipro- 
teins und des DNA-Gehalts gleichzeitig erfblgen kann, vomigsweise mittels E^GS-Analyse. Geeignete GerSte sind im 
Handel eihaMdi. 

Die Erfindung ist auf samtliche f^augorzellCT anwendbai; die kullivierbar sind. Fikr den Fachmann ist es Routine, die 
handelsUblichen FACS-Cier&te auf unterschiedlidie Zelltypen einzustellen. 20 

F(lr die IVansfdction der Zellra mit Marketgen Bin»:seits und inteisssieiKidem Gen andeierseits sind sSmHicfae 
toien geeignet, die in S^ugerzellra efBzient und reproduzierbar Expression hetbeifiihien. Beispiele fiir die zahlieich zur 
V»fiigung stehenden, auch kommnzieli erti^tlichen Vektoren, mthalten legulatorische Sequenzen mit der Fahigkeit, in 
eio^ >^elzahl \aa S^gerzellai hohe Expressionsraten zu o:zielen. Bdspiele sind X^dOoten, die den CMV-(Cytomega- 
lievirasX den SV40-(Simianvinis), MSV (Moloney Sarooma Virus>-I^motor oder andece starke, zelltypunspezifische 75 
pEomatoren enthalten. 

Als T^er flir Maiteigen uikI intmssiereodes Gen kfinnen identische Oder vm^ 
es kann in AbhSngigkeit vom Zelltyp vortdlhaft sdn, \fektQrai mit unterschiedlicben Romotoren zu verwradeo, um 
eine Konkunenz der Pramotoieo bei dear Ibanskiiplion zu vermdden. 

Bezdglich der IVansfektionsrMethodeD ist die !&findimg keinen Beschrknkungen unterworfen; es kdnnen prinzipiell 30 
stoitliche fOr die transiente Transfddion von Saugetieizellen bdcannten Methoden verwradet wenien, z. B. Calcium- 
phosphat, kommfflrziell oMltliche kationische L^de wie Llpofectamin oder TYansfectam, Methoden auf der Grundiage 
der rezi^tQrvQ:inittell]rai, Adeoovirus-untmtiitztra ^dozytose, wie z. B. in der WO 93/Q7S3 beschiieben, z. B. mittels 
PolyethylBnimin und Psorakn/UV inaktiviertem Adenovirus, wie auch in (21) bescbrieben* Die IVansfektionsmethode 
kann mittels Reihenveisuchen, in deasn hinsichtlich 'Dransfekdonsbedingungen, Zelltyp, NShrmedium etc. variiert wird, 35 
optimiM woden, indem imt eiisem fluoreszimnden Maikerprotdn transfiziert und die ^pression des Ptoteins mittels 
FACS-Analyse bestimmt wird. Die fOr das Maricetprotein optimierten Bedizigungen werden fUr die Co-ltansfektion mit 
dem interossieEBndBn Gen verwendet 

Ln AnschluB an die lVansfdcd<»i wenta die Zelleo in einem geeigneten Frairmedium, das an den jeweiligen Zelltyp 
angepaBt wird, inkublot. Gegebenoif alls w^den die Zellen zur Apoptose stimuliert, insbesondere wenn das Apoptose- 40 
Ibstgra auf eine Hemmung der Apoptose untersucht werden soli Geeignete Apoptose Stimuli sdnd literaturbekannt und 
im Handel eihaltHch, Beispiele dafOr sind Staurosporin, Daunomycin, ^oposid. Die Inkubationsbedingungen sowie die 
Zweckm&Bigkeit eines Apoptose-Stimulans wonden in \brversuchen etmittelt Wesentlich fOr die Inkubs^<xi, insbes(»i- 
dcre fUr dei«i Dauer ist, daB Apoptose in eioem AusmaB stattgefiindai bat, welches amSglicht, daB eine Andorung meB- 
technisch, z. B. mittds FACS-Analyse, erfafit werden kann. 45 

lA^sentlich fUr die DuicfafOhrung des erfindungsgemilfien A/brMuens ist der-anschlieBecid an die Inkubation voige- 
nOTimfflie Flxierungsschtitt 

Wesentliche Anfbrdenuig an die Flxiorung ist, daS die Bedingungen so gewShh w«:den, daS die bei dor Apqpcose ent- 
stehenden, kteinen subgenomischen DNA-F^agmente (intemukleosomale F^mente, d. h. solcbe mit einer Gr5fie von 
ca. 200 bp und einem >^el&chen davon) aus den apoptotischen ZeUen difiundieien ktinnen, gleichzratig aber das fluo- SO 
reszierende Marketprotein in det Zdle va:bldbt. Bei den bish^ verfOgbaren Methoden war die Kombinadon dieser 
Messungen nicht mSglich, weil die Anfotdoimgen an die Fixierung im Hinblick auf Me^ung des fluoreszierenden Mar- 
ketpR^ins einerseits und Messung des DNA-Inbalts der ZeUen andeierseits diametral entgegengesetzt wacen und dah^ 
unveroinbar schienen. Die voriiegende Erfindung ^in5glicht es en^mals, mit Hilfe eines geeigneten FLxierungsschiitts 
bdde Messungen in derselben Zellp(^)uladon dutchzufilhren. ss 

Um die geeigneten Hxierbedingungen zu ermitteln, witd zweckmaBig wie folgt voigegangen: Zunachst wetden die ei- 
nerseits fUr die Messimg der Ruozeszenz des Maricerproteins (starice Fbderung) und andererseits die fOr die Messung des 
DNA-Gehahes der ZeUen (m5g]ichst scbwache Fbderung) optimalen Hxi«i)edingungen unabhSngig voneinando: ermit- 
teilL Ausgdiend von den Bedingungen, nut denen die masdmalen KfeBwerte ethaltoi weiden, werden die Fuderungsbe^ 
dingungen hinsichtlich der Reagentien (Fbderux^gsreagens, S alze, PuSar)^ doen Konzraitradon sowie der Fudetungszdt 60 
so veiSndert, dafi bd gleichzeitiger ^ft3rnahmB beider MeBvcxgSnge die Bffizienz mdglichst wenig beeintrSchtigt wild. 

Bevorzugt wird diel^imMrfixierung mitParaformaldehyd und die anschliefiende Bebandlung (SekundMrfixieiiing^r- 
meabiUsierung) mit EthaiK>l durchgefOhrt; diese Behandlung hat sich im Rahmen der duichgeftihrten \%miche als am 
besten geeignet erwiesen. Die Vorfixierung mittels 1 bis 4% (w/v), insbesondere 2% Paraformaldehyd findet in einer iso- 
tonischen, gepufferten Salzldsung statt Geeignet sind z. B. Standaidldsungen wie 100 mM NaCl^ 3 mM MgQ2, 300 mM 6S 
Saccharose sowie handelsiibUche physiologisch v^rtr^liche Puffer. 

Statt Parafotmaldehyd kdnnen audh andere Reagenzien, wie sie ublicherweise, z. B. in derltnmunhistochenue, etiige- 
setzt wmlen verwend^ wnden. Bd^ele fiir gSngige Hximnittel, die dnschkgigoi HandbQchmi (27) enmommen 
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werden kdnnen, sind Formaldehyd od^ Chlorofonn/Aceton. 

Statt Ethanol, das sich unter den in den durchgefilhiten \%csuchen gew^ten Bedingungen ftk die Sdamdirfixieiung 
im AnschliiS an die PrimSrfixlerung mit Paraf oimaldehyd als besonders geeignet tfwiesoi hat, kfinnen grundsStzlich an- 
deie ReageDtien, die eine achwache Fenneabilisiening der ZeUmenibiBD ermt^cfaen, verwendet weiden, nm z. B. De- 
5 tergBntien. 

Die transioite Expression von Geo^ die Apoptose modulieren, zum Beispiel Bcl-Fanulienmitglieder oder Kompo- 
nenten der t)l>a-lebensfakt<»>SignaltraDsdulcti(m, und die anschliefiende quandtative Analyse der Apoptose niitteLs der 
erfindungsgemdfien Methode edauben es, chennsche \^]:bindiingeii darauf zu testen, ob sie in d^ Lage sind, speofisch 
die Funklion der ApoptDsemodulieieDden Gene zu beeinflussen. 
10 Die erfindungsgemMfie Methode kann durch entspiecbende apparative Anpassungeo, z. B. der RobenprSparadon und 
der FACS- Analyse, automatisiert werden, was sie fUr Messungen im groBen MaBstab, z. B. in High Throughput Soree- 
ning-Methoden ge^gnet macht 

Die Methode in dieser Form flndet Anwenduqg bd der Identifigiaimg phartnawaitisch wiriEsamer Substanzen, 
Apoptose in AbhSngigkeit der ExpressicHi bestimmter Gene (^>optDae-TlBstgene) modulieien kOnnen. Dabei wird das 
15 Gen, dessen Wiikung auf Apoptose dmch die TfegtsuhRtahz mnduliert werden nolly transient in Tfesty^len imnsfiMert und 
die Testzelloi mit einer Vielzahl von Substanzen inkubieiL IMe moduliereode Wirkung dner Testsubstanz auf die Akd- 
vitat des Testgens wird diiekt meBtechnisdi erfeBt 

DerartigB Methoden konnen fUr fblgeode Screening-Anwendungen eingesetzt werden: 

20 a] SuchenachlnhibitCTen vontJberiebensfaktorenundihrrarSignaLna^^ 
tischen Gei^inxiukteo in IVnnoizelien; 

b) Suche nach Chenukaiien, die in HiinoizetllBD synergistisch mit Chemotherapoe bestimmle Obedebensfoktaren 
und ihre Signaltransdukdon inhibieren; 

c] Suche nach Chemotherapeutika, die mit der Inhibierung yoa Obedebensfoktoirai syneagistisch wiiiKiL 

25 

Femer kronen mit der erilndungsgetnaBen Methode bekannte Gene daraiifhin untersucfat werden, ob uod in wekbetn 
AusmaB sie Apc^ose in unterschiedlichen Zelltypen moduliemi. 

Eine weitm Anwendung dsr ^findungsgemaBoi Methode ist die Expressionsklcxueiung von G^en, die Apoptose 
modulieien. Dafiir wird eine komplette cDNA-Hxpiessionsbibliotiiek transient in ZeWen transfizi^t. Die erfiDdungsge^ 

30 mSBe Methode ist in der Lage, den EinfluB von Genexpression innedialb 24 bis 48 Stunden zu messen. Es ist daher cn5g- 
Lich, Zellen zu analysieren und tioch leboid zu isolinen. FQr diese Anwendung wird eine Modifikation dear Methode vor- 
g«iommai, indem Einzelz^en, die von einem zu bestinim«i(fen Apoptosehinteigrund abwdchen, dutch FACS-Sortie- 
rung isoliert WKden, Die in diese Zdlen transfizi^len Plasmide werden isoliert, ampliiiziert und in weitexen Ikansfekti- 
onsrunden selektioniert. FLasmide^ die ein Apoptose-modulierendes Gen enthalten, werden auf diese Vfeise isoliert Die 

35 entsprechenden Gene werden dann durch Sequenzierung und weitere Expressions- undFunkdonsstu<fiai charakterisiert. 
Um die erfindungsgemfiBe Methode zu validieren, wurden im Beispiel 1 zumuchst etablierte 'Riniorzeilinea verwendet, 
die etnerseits mit einem GFP-Plasmid, und andererseits mit einem Flasmid, enthaltend eine pro-apoptotische oder eine 
anti-apoptotische Gensequenz, oder einem Kontroll-Flasmid transfiziot wurden, AnschlieBend an die llmsfektion wur- 
6en die Zellra nadi einer Suh^>ause mit einem apoptotischen Stimulus bdiand^ (KontroUzellen blieben unb^andelt). 

40 AnschlieBend wurden die afogel6sten Zellen gesammelt und mit den trypsiniertra adherenten Zell«i vereinigt, gewa- 
schen und fixiert Nach dem anschlieBeoden Waschen wurden die Zellra geteilt, um einen ^^lIgleich der erfindungsge^ 
m^n Methode mit der herkanunlichen TUNEI^Methode, die fluroeszierendes CyS-dCTP (5-Amino-propaigyl-2 -De- 
oxycytidin 5 -Ihpho^at gekoppelt an Cy5 FluoreszoizfarbstofF) verwendet, zu ermdglicben. 

Es zdgte dch, dafi die erfindungsgemSBe M^hode veiiMBlicfa den erwarteten pro- oder and-apc^otischen EflTdct d^ 

45 Genprodukte nachweist und dafi der Zusatz des apoptotischm Stimulus den beobaditeten EfiPekt verstSrkt "Wenngleich 
die Empfindlichkeit der erfindungsgemMBen Mediode unter den gewahlten Bedingungen etwas geringer war als <fie der 
TUNEL-Methode, war der normaLisierte Apoptose- Wbrt, ausgedrOckt als das Veih&ltnis der mit dem pio-apoptotischea 
Gen erzielten maximalen A|)otosewcfte des jeweLligen Assays, nahezu idmtisch. GegeatibCTdcarTUNEL-Afethode welst 
die erfindungsgemSfie Methods den ^^AitIblI der Schnelli^keit, Einfachheit undBilli^ceit auf, 

50 Die breite Anwendbarkeit sowie AferiaBlichkeit der erfindungsgemSBen Bdethode wurde durch \brwendung einer 
nidit-n:ansfoniiiaten Ratten-FLbroblasten-Zdlime, die wemger auf appptotische Stiniuli lei^eit als die etabliraten Ib- 
moizelliniai, bestatigL 

Die erfindungsgemMBe Methode erm^glicht es, rasch, wixkuogsvoll und reprDduaeibar d» potendeUe Holie einea 
Gei^Mxxiukts in der Apoptose festzusteHen, 
55 Die Erfindung betrifit in dnem weitered Aspekt einen Kit zur einfachen und routinemSBigen DurcfafUbrung des 
fahrens. 

Ein sokher Kit enthfllt zweckmfiBig in mehrerBn getreanten Behflllem folgende Komponenten: 

a) eine Oder nMhresBfOr die IkansfdctioDofordalicheKomponentra^ 
60 b) einFlasmid,enlludteiiddiefQrdasfluQce8zierendeMa]keipro^ 

c) einen Leervektor fUr die Ihserierung der interessierenden DNA Sequenz sowie fOr Kantiolltnessungen; 

d) die PrimSrfixierldsung, z, B. Paraformaldehyd-L6sung; 

e) die Nachiixier/P^TneabilisierungsLdsung, z. B. 70% Ethanol; 

f) Waschl5sung(a3); 

65 ^ einen DNA-bindenden Farbstoff. 

Mjrzugsweiae entliSlt der Kit als 'Bransfektionskomponenten Polyethylenimin und PsoralenAJV* inaktiviertes Adeno- 
virus. 
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For dieses Beispiel wutden etabliote HoncvzeUiDien (pTC und pHC) verwendet, die von p-Zell-Hunoien (15) trans- 
generMSuse staDunen, in denen die teguLatariscfae RegioD des Insulin-Gens (Rip) die Expression des groBen T- Antigens 
von Sinuanvirus 40 (Tbg) in den ^Zellen pankroadscher Ins^n q)ezifisch induziert (16). 5 

Ca. 80.000 Zellen wuiden in cine Veitiefung von 6 cm einer Kulnirschale mit 6 Veitiefiingen gesSt und in DMEM, er- 
gSnzt mil 10% FCS (yN)^ 2 mM Glutamin, 1(^ inteinati<»ialen Hnheiten PkniciUin und 100 jxgfml Streptomycin, bis zu 
einer KonfLuenz von 70% geziichtet Die Zellen wuiden mit 1 pg eines PLmmids, kodiermd fiir eGFP ("enhanced GFP"; 
pEGFP-Cl; Clontech) zusammen mil 1 pg eines KontrollpLasmids (pMEX; Q2)\ eines pCMV-Plasmids, enthaltend das 
pro-c^x)ptoti5che Adeoovims^Gen £1A oder eines pCMV-Flasmids, enifaallend das anti-apoptotische Adenovirus^Gen to 
E1B-19K (17, 18) untBT \^rweodui]g voa 10 pi UpcfectAMINE (GIBCX)-BEL) nach ^npfehlung des Hexstellers trans- 
fiziert Nach der TVansfekdon wuiden die Zellen 16 h in kon^dettem Medium luhen gelassen, anschliefiend wurden die 
Zellra entweder unbehandelt gelassen oder mit einem apoptotischen Stimulus (8(X) n^ml Stauzosponn; Sigma) (19, 20) 
wShrend weiteier 16 h behandelt 32 h nach der l^ansfisktion wuiden die abgelteten Zellen mit trypsinieiten, adb^nenten 
Zellen veieinigt, zwdmal mit 4 ml FBS gewaschen und bei Raumtemperatur wahrend 30 min fixiert (2% Paraformalde- is 
hyd, 100 mM NaCl, 300 mM Saccharose, 3 mM MgCfc, 1 mM EGTA (Ethylcnglykol-bis-(2-aminoethyl)-tctracssig- 
sMuie), 10 mM PTFBS (pip«razine-NiN^-bis[z-ediane sulfonic add]) pH 6.8). Dann wurde zweimal mit 4 ml PBS gewa- 
schen und 14 h lang in eiskaltem 70% EtOH nachfixiert 

NcK^h der Ilxiaiing wuiden die Zellen zweimal mit 4 ml PBS gewaschen und geteilL Eine Halfte der Probe wuide mit 
RNase A (Sigma, St. Louis, USA) (50 pg/ml) in PBS wShrend 30 min bdiandelt, zweimal mit 4 ml PBS gewaschra und 20 
30 min vor der FACS-Analyse mit Ptc^ndiunijodid in PBS (H; 50 jigfink Sigma, St Louis, USA) gef&rbt Die andeie 
I^lfbe der Probe wurde mit 50 pi TdT-Reaktionsmischung (termonale DesoxymikLeotufyhransferase; Boefaringer Mann- 
heim; 200 mM Kaliumkakodyiat, 25 mM Itis-HCI pH 6.6, 0.25 mg^ml Rinders«iimalbumin, 1 mM CtiCk; 0.25 nmol 
PluoioLinkCy5AP3-dCTP[Amersham], 12.5 Einhdten Tdl^ 1 h Lang bd 37% inloibiat, zweimal mit ^ 
schen, mit RNase in PBS (50 pg/ml) wShrraod 30 min behandelt, zweimal mit 4 ml HBS gewaschen (ah diesem Schritt 25 
wurde statt PBS HBS verw^det, wdl DAPI in PBS dazai ndgt, ftCkroprazipitate zu v^insachra), idt DAPI in HBS 
(10 ixgfml; Sigma) wflhrend 20 min gefkrbt und auf einem Becton Dickinson FACS Vantage Gerftt analysiert Die FACS 
Analyse der Pl-ge^rfoten Zellen wurde mit eijKm Bect<xi Dickins<»i I^CScan Gerat duichgeftlhrt, das mit einem sog. 
"doublet disciiminaticm module" ausgestattet ist, mit dem Zellaggregate mittels Berechnung der Pulsweite und Pulswdte 
diskrinriniert werden. Das ^gebnis der Versuche ist in Elg, 1 daigestellt fig, lA zdgt die Anzahl der apoptotischen 30 
pHC 13T Ibmorzdlen (% Apoptose) in der gesamtm eGFP-posidven ZellpopulatioiL Die schwarzen Balken zdgen die 
Bestimmung des sub-2N DNA Gehalts (GFP/PI); die weifien Baikal den Hnbau von fluoieszentem Cy5AP3-dCrP wSb- 
rend der TdT-Reakdon (GFP/TUNEL). Die Zugabe von StauiospociD ist angegeben. £s wuide dne Anregungswellen- 
LSzige von 488 nm flir eGFP und PI, eine Anregungswellenlflnge von 647 nm fttr Cy5 und U V eines WeUenlSngenbe- 
rdchs von 51-364 nm fCkr DAPI veiwendet Die Emissionsfluaieszenz wurde unto: Verwendung dnes 5301^ nm 35 
Schmalbandfiltm fUr eGFP, dnes 610 nm Sperrfilters fOr PI, eines 675/20 nm Schmdbandfilters fUr Cy5 und dnes 
424/44 Schmalbandfihers fur DAPI gesammelt Dupletten wurden nnttels gepulster Prozessienmg ausgeschlossen. 
eGFP-exprimierende Zellen wurden ausgewShlt und auf Cy5- oder PI-Fluoiesz^iz analysiert Die Datm wurden unter 
Verwoadung der CELJLQuest-Software (Bect(»i Dickinson) analysiert Jed» Balken stellt dm Durdischnitt von 3 Ihois- 
fekdonen dar, Standardabweichungen sind duich Fehlerbalken angezeigt Jede Messung umfaBte 40.(XX) Gesamteroig- 40 
nisse, ausgewMhlt nach Gr56e und Einzelzellra. Die TtansfektionseffizienK betiug 20-30%. 

fig, IB zeigt den normalisierten Prozentsatz der Apoptose fiir die verschiedraien Konstmkte. Apoptosdndex wuide 
unter Verwendung folgendo: Funkdon normalisiert: (% Apoptose in XJ% Apoptose in eGFP-Cl/ElA>(100. Der apopto- 
tische Index wuide flLr jede der verwendetrai Nachwdsmethoden und fUr jede Nach-Dansfekdonsbehandlupg (-t7- Stau- 
rospmn) nocmalisieit 45 

Bdspiel2 

In diesem Beispiel wurde dner mcht-transfomiierbe Ratten-HbroblasteD-Zellinie der Bezeichnung Rati A verw«idet 
Die ZeUen wuiden transient transfiziert, wobd entwedei; wie in Beispiel 1 beschdeben, LipofectAMINE oder Polyethy- 50 
leoimin (PEE 2(X)0>-DNA- Adeno virus- Komplexe (WO 93/0783) verwendet wurden. Im Qbrigen wurde hinsichtlich Be- 
handlung der Zellen und Bestimmung der Apoptose mittds erfindungsgemaBem ^^ahren einerseits und TUNEL^Me- 
thode andererseits genauso vorgegangen, wie in Bdspiel 1 besdmebBn. Der\%igldch do: verschiedenen Ttansfektions- 
metboden und Apoptose-MeBmethoden ist in der Itibelle daigestellt Jeder Wert stellt den Dmchsdmitt von 3 TVansfek- 
tiooen dar; die Standardabwdcbung ist angegeb«i (s.d.). Die l^zlenz bdder TVansfdctlonsmelfaoden betrug 25-30%. 55 
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P&teDtanspitiche 

1. Vi^ahren zur Messung von Apoptose, dadurdi g^ennzdcliiKt, daB man 

A) eine FbpulatioQ von S^ugederzellen transient transfiziert 

ai) mil einem PLasmid, enthaltend eine intBiessierende DNA-Sequenz, von der bestiimiit weKden soil, ob 5 
sie bzw. das davon exprimierte Polypepdd dne pro- oder anti-apoptodsche Wikung hat, 
aii) Oder out einem Plasmid, enthaltend eine inteiessiereade DNA-Sequenz« von der besdmrnt werden 
soli, 6b bzw. duzch welche Subslanzen ihie pro- csder anti-apoptotische ^^-kung bzw. die Wiriomg des da- 
von eaqidmieilBn PoLypeptids modulieifaar ist, 

b) undmit einem Plasmid, enthaltend dnefttr em fluoreszLOOidesMariax^^ lO 

B) die Zellen in einem geeigneten Nahrmedium solange inkubi«t, bis die inteiessierende DNA-Sequ«iz bzw. 
das Bxpiiinierte Polypeptid seine potmtielle V^ikung auf die Apoptose ausgeiibt hat, 

Q die ZeUen emtDt und fixieit, so dafi das fluoresziei^sde Protein in den Ze^ 
Apoptose entstehraKl^ DNA-Fiagmenbe aus den Zellen difi^undieren kdnnen, 

D) mittels Messung des DNA-Gehalts den Anteil der apoptotischen Zellen bestimmt, is 

E) mittels Messung der Zellen mit fluaicszi«aiden MadKiprotein den Anteil der transfizierten Zellen be- 
stimmt, 

F) und dutch >^igleich der in Schiitt D und E eifaaltenen "W^te den Anteil dw ^xspdschen ZeUen in dertzans- 
fizieiten Subpopuladcm der ZcUen bestimmt 

2. VK&hrennachAnsprucfalpdadutchgekauizdchnet,daBiiiandiel^^ 20 
und inaktivieEtem Adenovirus durchfilhit. 

3. VBrfahien nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi das in A b) definieite fluoreszierBndB Polypeptid das 
Green Fluorescent Protein ist 

4 Verfahren nach Anspruch 1, daduzch gekamzeichnet, dafi man den DNA-Gehalt mit einem DNA-bindenden 
FarbstofiPmiBt 25 

5. V<^ahren nach Anspruch 4, dadiirch gdcennzeichnet, daB der Fazbstofif PiDpidiumjodid ist 

6. Verfahren nach einem dear AnsinHche 1 bis 5, daduich gekennzdchnet, dafi.man die Inkubadon gemfiB Schritt B) 
in Gegenwart einer Testsubstanz vomimmt 

7. VBrfahien nach einem der Ansprilche 1 bis 6, daduich gekennzeichnet, dafi man die Inkubalion gemflfi Schritt B) 

in Gegenwart einer Substanz vozmmmt die Apoptose stimulieit 30 

8. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafi die PrimSrfixiening in Schritt C mit 
Paraformalddiyd und die SdamdSrfixierung/PcTmeabilidcnmg der Zdlen mit Ethanol voigenommen wird. 

9. Afez&hren nach einem der Anspriidie 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafi die in Schzitt D und B definierten 
Messungen in einem Schritt mittels fluoieszNizaldiviertR' DuichfluBzytometrie^ Analyse duichgefUhrt werden. 

10. Kit zurDurchfUhrung des VBrfafarens nach Anspruch 1, daduich gdcennzeidmet* daB er in mehieren getrennten 35 
Behaltero folgende Komponraten enth^t: 

a) eine oder mehrero fur die IVansfektion erfoideriiche Komponenten; 

b) ein Plastnid, enthaltend die fiir das fluoroszieiende Markerprotein kodieiende Sequenz; 

c) einen Leervektor fur die Insraimmg der intmssierenden DNA-Sequenz sowie filr Xontrollmessungen; 

d) die PrimarfixierlSsung; 40 

e) dieSekundSr6xiei/Plenneabilisierungsldsung; 

f) Waschl6sung(en}; 

^ einen DNA-bindenden Fart^stofif. 

11. Kit nach Anspruch 10, entfaaltoid als Konqxniente a) PolyethylCTimin und P5oralen/UV>inakdviarte8 Adenovi- 
rus. 45 

12. Kt nach Anspruch 10, enthaltend als Komponente b) ein fUr Grooi Fluorescent Kotein kocfiBiendes Flastnid. 

13. • Kit nach Anspnich 10, «ithaitend als ^ampoosatm d) eine ca. 29&igeFaraf<»ina]dehydl<5sung und als Kompo- 
nente e) ca. 70% EdianoL 

14. Verwradung des Veifahrens nach Anspruch 1 zum Identifiaeren von Substanzen, wdcfae die pro- oder anti- 
apoptotische Wiikung VOQ Genen oder Genprodukten cnoduliBien. SO 
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